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気道表面を覆う粘液の主成分であるムチンタンパ
ク質は生体防御に重要である（Fahy et al., 2010）。し
かし喘息患者の気道ではムチンの一種である
MUC5AC が過剰に産生されて、空気の流れを妨げ、
呼吸を困難にする（Fahy et al.,2002; Rose et al.,2006;  












した（Iwashita et al., 2011; Iwashita et al., 2016）。代表
的な細胞外マトリックスである 4型コラーゲンから
のシグナルはMUC5ACを減少させる（Iwashita et al., 
2010）。この減少には細胞と細胞外マトリックスを結
ぶ接着分子インテグリン、そしてその下流にある
Aktや ERKキナーゼが重要であった（Iwashita et al., 














細胞、NCI-H292双方で増加した。インテグリン経路の下流に位置する主要なキナーゼ Aktの阻害では NCI-H292では MUC5ACが
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（RPMI1640 medium (SIGMA, Missouri, USA)、10% 
fetal bovine serum (Cell Culture Technologies, 
Gravesano, Switzerland), 1% penicillin-streptmycin 
(Gibco Oriental, Tokyo, Japan)）で 37℃、5% CO2の恒
温器 (ShinMaywa, Tokyo, Japan) で培養した。細胞の
継代では、トリプシン-EDTA（Gibco）で 10分間 37℃
処理し、剥離した細胞の一部を継代培養に用いた。





の TC-I15 (Funakoshi, Tokyo, Japan)、Akt阻害剤であ
る 25 µM の Akt inhibitor I (Biosource, CA, USA), 
















電気泳動終了後、トランスファー装置 (Cima Biotech, 
Chiba, Japan)を用いて、ニトロセルロース膜 (GE 
Healthcare, Tokyo, Japan)に転写した。トランスファー





釈した IgG HRP標識抗体で 1時間浸した。5分間×5
回 TBS-T溶液で振とうさせながら洗浄した。ニトロ
セルロース膜を Luminata Forte HRP液(MILLIPORE, 
MA, USA)で 5分間処理し、Chemidoc image analyzer 
(Biorad, Tokyo, Japan)でシグナルを検出した。抗体は
以下を用いた。
一 次 抗 体 ： Monoclonal Anti- -Actin antibody 
produced in mouse (SIGMA , Tokyo, Japan)、A rabbit 
anti-ERK 1/2 antibody (V1141, Promega, Madison, WI, 
USA) , A mouse anti-ERK antibody （E-4 : Santa Cruz , 
Tokyo, Japan）、リン酸化型-ERK 抗体（sc-101760, 
Santa Cruz, Tokyo, Japan）、Akt (pan) (40D4) mouse 
mAb (Cell Signaling, Tokyo, Japan), phospho-Akt 
(Ser473) (193H12) Rabbit mAb (Cell Signaling) 
二次抗体：ECL Anti-Mouse IgG (GE Healthcare, 
Tokyo, Japan)、ECL Anti-Rabbit IgG (Promega, Madison, 
WI, USA) 
Dot Blot法による MUC5ACタンパク質の検出
PVDF膜（MILLIPORE, MA, USA)）を 1分間メタ
ノールに浸した後、10分間×2回 TBS-T溶液（0.02 M 
Tris-HCL (pH 7.5), 0.1 M NaCl, 0.1 % Tween-20）の中
に静置した。メンブレンを Dot Blot装置 (Scie-Plas, 
Cambridge, UK) に装着し、40 µlのサンプルを加え
た。PVDF膜に 4% スキムミルク in TBS-Tを加え、
4℃で一晩ブロッキングした。一次抗体である抗
MUC5AC 抗 体 (Thermo SCIENTIFIC, Kanagawa, 
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Japan)に 1時間室温で浸した。5分間×5回 TBS-T溶
液で振とうさせながら洗浄した。二次抗体である
ECL抗マウス IgG HRP標識抗体で 1時間浸した。5
分間×5回 TBS-T溶液で振とうさせながら洗浄した。










図２ 初代細胞と NCI-H292 におけるインテグリン経
路の阻害による MUC5AC産生への影響＊： p< 0.05





















阻害による MUC5AC産生への影響＊： p< 0.05
考察
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The regulation of MUC5AC production by integrin-mediated pathways in 
human primary airway epithelial cells
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MUC5AC mucin overproduction is a key feature of asthma and contributes to airway obstruction. The production of MUC5AC is downregulated in 
parts by signals from type IV collagen via integrin-mediated pathways; however, the specific mechanism remains largely unclear. We investigated 
the function of integrin, the MEK/ERK pathway, and Akt, a representative signal transducer in the integrin pathway, in the regulation of MUC5AC 
production in human airway epithelial NCI-H292 cells and primary airway epithelial cells. Inhibition of integrin induced the upregulation of 
MUC5AC in primary cells and NCI-H292 cells. Akt inhibitor I decreased Akt phosphorylation and activation; however, MUC5AC production was 
unaffected in primary airway cells. In contrast, MUC5AC production was downregulated by MEK/ERK pathway inhibition in primary cells and 
NCI-H292 cells. These results suggest that the production of MUC5AC is downregulated by integrin, upregulated by the MEK/ERK pathway, and 
unaffected by Akt in human primary airway cells. 
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